Sytokiinien  vaikutus hypotalamus-aivolisäke-lisämunuaisakseliin by Hokkanen, Heini
  
 
 
 
 
SYTOKIINIEN VAIKUTUS HYPOTALAMUS-AIVOLISÄKE-
LISÄMUNUAISAKSELIIN 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Heini Hokkanen 
     Opinnäytetyö                  
     Lääketieteen koulutus- 
     ohjelma 
     Itä-Suomen yliopisto 
Lääketieteen laitos/ 
Lastentaudit 
     Syyskuu 2012 
  
2 
ITÄ-SUOMEN YLIOPISTO 
Terveystieteiden tiedekunta 
Lääketieteen koulutusohjelma 
HOKKANEN HEINI H. : Sytokiinien vaikutus hypotalamus-aivolisäke-lisämunuaisakseliin (The Effect 
of Cytokines on the Hypothalamic-pituitary-adrenal Axis) 
Opinnäytetyö, 29 sivua 
Tutkielman ohjaaja: professori Raimo Voutilainen 
Syyskuu 2012 
 
Avainsanat: hypotalamus-aivolisäke-lisämunuaisakseli, IL-10, kortisoli, androsteenidioni, DHEA, 
DHEAS 
 
Tämän työn tavoitteena oli perehtyä kirjallisuuden avulla sytokiinien laajaan kenttään ja tarkastel-
la, millä eri tavoin sytokiineja luokitellaan. Kirjallisuuskatsauksessa käsitellään myös sytokiinien 
vaikutuksia hypotalamus-aivolisäke-lisämunuasiakseliin, mikä luo pohjaa tutkimusosiolle. Tutki-
musosion tavoitteena oli selvittää yhden sytokiinin, interleukiini-10:n (IL-10), vaikutuksia lisä-
munuaisen kuorikerrokseen soluviljelmän avulla.  
Sytokiineja tunnetaan yli 100 erilaista. Luokittelussa voidaan käyttää hyväksi sytokii-
nien erilaisia aminohappo- ja DNA-sekvenssejä, rakennetta, tehtävää, kohdereseptoreja ja solu-
tyyppejä, joista ne erittyvät. Hypotalamus, aivolisäke ja lisämunuainen muodostavat akselin, jonka 
tehtävänä on säädellä lisämunuaiskuoren hormonien, erityisesti kortisolin, pitoisuutta veressä. 
Monet sytokiinit vaikuttavat HPA-akselin toimintaan sekä hypotalamus-, aivolisäke- että lisä-
munuaistasolla. Terveissä kudoksissa sytokiinien pitoisuudet ovat matalia, mutta esimerkiksi infek-
tioiden tai kudosvaurioiden yhteydessä niiden pitoisuudet nousevat. Sytokiinit toimivat viestinvä-
littäjinä immunologisen ja endokriinisen järjestelmän välillä.  
Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittää, miten IL-10 vaikuttaa kortisolin, androstee-
nidionin, dehydroepiandrosteronin (DHEA) ja DHEA-sulfaatin (DHEAS) tuotantoon lisämunuaiskuo-
ren soluissa annosvaste- ja aikavaikutuskokein. Soluviljelmänä käytettiin ihmisen lisämunuaiskuo-
ren kasvaimesta perustettua solulinjaa NCI-H295R.                                                                 An-
nosvastekokeissa IL-10 vaikutti kuorikerrossolulinjan steroidihormonieritykseen niin, että maksi-
mivaste saavutettiin pääsääntöisesti konsentraatiolla 0,1 ng/ml, jolloin kaikkien mitattujen ste-
roidien pitoisuudet kohosivat 23 - 38 % 48 tunnin käsittelyn seurauksena. Aikavaikutuskokeissa IL-
10 laski DHEA:n ja DHEAS:n pitoisuutta kolmen tunnin kohdalla, mutta 48 tunnin kohdalla se lisäsi 
kaikkien mitattujen steroidien pitoisuuksia soluviljelynesteessä 18 - 33 %. IL-10:n vaikutukset ste-
roidituotantoon olivat selvästi vähäisemmät kuin tuumorinekroositekijä-α:n (TNF-α) vaikutukset. 
IL-10:n ja TNF-α:n yhteiskäsittely nosti merkitsevästi androsteenidionin ja DHEAS:n, mutta ei kor-
tisolin eikä DHEA:n eritystä pelkkään TNF-α-käsittelyyn verrattuna.  
IL-10:n kliininen merkitys lisämunuaiskuoren toiminnan säätelyssä jää vielä epäsel-
väksi, koska sen vaikutukset olivat suhteellisen niukkoja esimerkiksi TNF-α:n vaikutuksiin verrattu-
na. Lisämunuaisen kuorikerroksen syöpäsolulinjalla saatuja tuloksia ei voi myöskään sellaisenaan 
soveltaa suoraan ihmisen lisämunuaisen normaalin kuorikerroksen toimintaan.  
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Lyhenteet 
ACTH Adrenocorticotropic hormone, kortikotropiini, adrenokortikotrooppinen hormoni  
aFGF Acidic fibroblast growth factor, hapan fibroblastikasvutekijä 
AMP Adenosine monophosphate, adenosiinimonofosfaatti 
BDNF Brain-derived neurotrophic factor, aivoperäinen hermokasvutekijä  
bFGF Basic fibroblast growth factor, emäksinen fibroblastikasvutekijä 
CD80 Cluster of Differentiation 80, T-lymphocyte activation antigen CD80 
CD86 Cluster of Differentiation 86, T-lymphocyte activation antigen CD86 
CNTF Ciliary neurotrophic factor, siliaarinen neurotrofinen tekijä  
CT-1 Cardiotrophin-1, kardiotrofiini-1  
DHEA  Dehydroepiandrosterone, dehydroepiandrosteroni 
DHEAS Dehydroepiandrosterone sulfate, dehydroepiandrosteronisulfaatti 
EGF Epidermal growth factor, epidermaalinen kasvutekijä 
ELISA  Enzyme-linked immunosorbent assay, entsyymivälitteinen immunosorbenttimääritys 
EPO Erythropoietin, erytropoietiini  
FGF Fibroblast growth factor, fibroblastikasvutekijä 
G-CSF Granulocyte colony-stimulating factor, granulosyyttikasvutekijä 
GDNF Glial cell-derived neurotrophic factor, gliasoluperäinen hermokasvutekijä 
GM-CSF Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, granulosyytti-makrofagikasvutekijä 
HPA-akseli Hypothalamic-pituitary-adrenal axis, hypotalamus-aivolisäke-lisämunuaisakseli 
IFN Interferon, Interferoni 
IGF Insulin-like growth factor, insuliinin kaltainen kasvutekijä 
IL Interleukin, interleukiini 
IL-18BP IL-18 binding protein, IL-18-sitojaproteiini 
IP-10 Interferon-inducible protein 10  
JAK Janus kinase, Janus-kinaasi 
LIF Leukemia inhibitory factor, leukemiaa estävä tekijä 
MCP Macrophage chemotactic protein 
M-CSF Macrophage colony-stimulating factor, makrofagikasvutekijä 
MHC-II Major histocompatibility complex Class II, selkärankaisten tärkein kudossopeutuvuusjärjes-
telmä 
MIP Macrophage inflammatory protein 
mRNA Messenger RNA, lähetti-RNA 
NCI-H295R Ihmisen lisämunuaiskuoren karsinoomasolulinja 
NGF Nerve growth factor, hermokasvutekijä 
NK-solu Natural killer cell, luonnollinen tappajasolu 
NT Neurotrophin, neurotrofiini   
OM Oncostatin M, onkostatiini M 
PDGF Platelet-derived growth factor, verihiutalekasvutekijä 
RANTES Regulated upon activation normal T-cell expressed and secreted 
RAS-MAP Ras-mitogen-activated protein, Ras-onkogeeni-mitogeeni aktivoitu proteiini 
SCF Stem cell factor, kantasolutekijä 
TGF Transforming growth factor, transformoiva kasvutekijä 
Th-solu T-helper cell, auttaja-T-solu 
TNF Tumor necrosis factor, tuumorinekroositekijä  
Trk Tropomyosin receptor kinase 
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1 JOHDANTO 
Sytokiinit ovat pieniä liukoisia proteiinimolekyylejä, jotka toimivat elimistön viestinvälittäjinä. Yh-
dessä hormonien ja neurotransmitterien kanssa ne muodostavat kemiallisen viestijärjestelmän, 
joka säätelee solujen kasvua ja kehitystä, hematopoieesia, tulehdusreaktiota, hormonituotantoa ja 
immuunijärjestelmän vasteita. Sytokiinien tuotanto kasvaa merkittävästi infektioiden, traumojen 
ja kroonisten sairauksien seurauksena sekä solujen nopean kasvun ja kudoksen uusiutumisen ai-
kana (Turnbull ja Rivier 1999). 
Sytokiineja tunnetaan tällä hetkellä yli 100. Niitä muodostuu erityisesti valkosoluissa, mutta myös 
muut solut tuottavat sytokiineja. Sytokiineja voidaan luokitella niitä tuottavien solujen, tehtävien, 
DNA- tai aminohapposekvenssin, rakenteen ja reseptorityyppien perusteella (Turnbull ja Rivier 
1999).  
Sytokiinien viestinvälitys voi olla autokriinista, parakriinista tai endokriinistä. Eri sytokiinit voivat 
saada aikaan saman vasteen soluissa, mutta yhdellä sytokiinilla voi olla myös monia vaikutuksia. 
Sytokiinit erittyvät usein kaskadeissa: yhden sytokiinin erittyminen saa aikaan toisen erittymisen 
lisääntymisen kohdesolussa. Eri sytokiinien vaikutukset voivat olla joko synergistisiä (toistensa vai-
kutuksia voimistavia) tai antagonistisia (toistensa vaikutuksia vähentäviä). Sytokiinit vaikuttavat 
pääasiassa paikallisesti, mutta verenkiertoon levittyään niillä on systeemisiä vaikutuksia (Julkunen 
ym. 2003). 
Sytokiinit säätelevät lisämunuaisten hormonieritystä. Ainakin interferoni-γ:lla, tuumorinekroosite-
kijä-α:lla (TNF-α) ja monilla interleukiineilla (IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, IL-11, IL-12) on todettu olevan 
vaikutuksia hypotalamus-aivolisäke-lisämunuaisakseliin (hypothalamic-pituitary-adrenal axis, HPA 
axis) (Sweep ym. 1991, Turnbull ja Rivier 1999). Näiden sytokiinien on havaittu säätelevän esimer-
kiksi ACTH:n, dehydroepiandrosteronin (DHEA), androsteenidionin ja kortisolin eritystä soluviljel-
missä ja in vivo -kokeissa (Jäättelä ym. 1991, Mikhaylova ym. 2007). 
Tässä työssä keskityttiin tarkastelemaan sytokiinien luokittelua ja muutaman sytokiinin vaikutuksia 
hypotalamus-aivolisäke-lisämunuasiakseliin. Erityisenä tutkimuskohteena oli interleukiini-10 ja 
TNF-α, joiden vaikutuksia lisämunuaisen kuorikerrossolujen hormonituotantoon tutkittiin soluvil-
jelyolosuhteissa annosvaste- ja aikavaikutuskokein. 
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2 KIRJALLISUUSKATSAUS: SYTOKIINIT 
 
2.1 Sytokiinien luokittelu 
 
Sytokiineja tunnetaan yli 100 erilaista, joten luokittelu on hyvin tärkeää. Sytokiinien luokittelussa 
voidaan käyttää hyväksi sytokiinien erilaisia aminohappo- ja DNA-sekvenssejä, rakennetta, tehtä-
vää, kohdereseptoreja ja solutyyppejä, joista ne erittyvät.  
 
2.1.1 Sytokiinien luokittelu tehtävän mukaan 
Ensimmäiseksi käsitellään luokittelu immuunijärjestelmän stimulointitapojen mukaan. Taulukossa 
1 on lueteltu keskeisimmät sytokiinit ja lyhyesti niiden pääasialliset tehtävät. 
Kemokiinit ovat laaja sytokiiniperhe, jonka pääasiallinen tehtävä on houkutella leukosyyttejä tu-
lehduspaikalle. Kemokiinit ovat aminohapposekvenssiltään 20 - 95-prosenttisesti samanlaisia 
(Locati ja Murphy 1999). Kemokiini sitoutuu kohdesolunsa (valkosolu) G-proteiinikytkentäiseen 
spesifiseen reseptoriin, solu aktivoituu nopeasti ja tapahtuu morfologinen muutos. Tästä seuraa, 
että valkosolu pystyy tarttumaan tiukasti endoteeliin ja tunkeutumaan verisuonten seinämän läpi 
kudokseen (Salmi ja Renkonen 2003). Kemokiinit ovat mukana myös angiogeneesissä ja hemato-
poieesissa (Koch ym. 1992, Strieter ym. 1995, Broxmeyer ym. 1997). 
Proinflammatoriset sytokiinit ovat tärkeitä tulehduksen alkuvaiheessa. Ne vahvistavat tulehdusre-
aktiota stimuloimalla kohdesolujaan tuottamaan enemmän esimerkiksi kemokiineja ja akuutin 
vaiheen proteiineja (Julkunen ym. 2003). Veren valkosolujen lukumäärän kasvu, seerumin C-
reaktiivisen proteiinin pitoisuuden kohoaminen sekä kehon lämpötilan nousu ovat seurausta pro-
inflammatoristen sytokiinien toiminnasta. Elimistön stressitilat, kuten infektio, inflammaatio ja 
kudosvaurio, stimuloivat proinflammatoristen sytokiinien tuotantoa, mutta nämä sytokiinit stimu-
loivat myös toinen toistensa tuotantoa ja eritystä (Castell ym. 1989).  
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Taulukko 1. Sytokiinien luokittelu ja niiden tärkeimmät biologiset ominaisuudet (mukaillen Julkunen ym. 2003) 
 
Sytokiini   Tehtävä    
 
Kemokiinit (n. 45 tyyppiä) Leukosyyttien houkuttelu tulehduspaikalle (kemotaktiset vaikutukset 
eri solutyyppeihin) 
MIP1α ja β  Monosyytit, Th1-solut, basofiilit 
RANTES Monosyytit, Th1-solut, basofiilit 
MCP-1 ja -3 Monosyytit, T-solut, basofiilit 
Eotaksiini Th2-solut, eosinofiilit, basofiilit 
IL-8 Neutrofiilit 
IP-10 Th1-solut 
 
Proinflammatoriset sytokiinit 
IL-1α, IL-1β Leukosyyttien, epiteeli- ja endoteelisolujen aktivaatio, pyrogeeniset 
vaikutukset 
IL-6 B- ja T-solujen aktivaatio  
TNF-α Solujen aktivaatio 
IL-12, IL-18, IFN-γ Tulehdusreaktion vahvistuminen 
 
Anti-inflammatoriset sytokiinit   
IL-4 Proinflammatoristen sytokiinien tuotannon esto 
IL-10 Proinflammatoristen sytokiinien tuotannon esto 
TGF-β Solujen kasvun esto 
IL-1Ra IL-1:n reseptoriantagonisti, IL-1:n reseptoriin sitoutumisen estäminen 
IL-18BP IL-18:aan sitoutuva proteiini, IL-18:n toiminnan esto 
 
Interferonit  
IFN-α Antiviraalinen, solujen kasvun esto, immunomodulaatio 
IFN-β Antiviraalinen, solujen kasvun esto, immunomodulaatio 
IFN-γ Immunomodulaatio, solujen kasvun esto, antiviraalinen 
 
Th1-sytokiinit                                                              Soluvälitteisen immuniteetin vahvistaminen 
IL-2 T-solujen kasvutekijä    
IL-12 Th1-solujen erilaistuminen, INF-γ−tuotanto 
IL-15 NK- ja T-solujen kasvutekijä   
IL-18 Th1-solujen erilaistuminen, INF-γ−tuotanto 
IL-21 NK-solujen aktivaatio 
INF-α NK-solujen aktivaatio, INF-γ−tuotanto 
INF-γ Makrofagien aktivaatio, Th2-solujen kasvun esto 
 
Th2-sytokiinit                                                              Vasta-ainevälitteisen immuniteetin vahvistaminen 
IL-4 B- ja Th2-solujen kasvu ja erilaistuminen 
IL-5 Eosinofiilien kasvu ja stimulaatio   
IL-10 Th1-sytokiinien vaikutuksen esto, anti-inflammatorinen  
IL-13 B-solujen kasvu ja erilaistuminen, IgG4- ja IgE-tuotanto 
 
Kasvutekijät 
Erytropoietiini Punasolujen kasvutekijä 
IL-3, -7, -9 Valkosolujen erilaistuminen  
M-, G-, GM-CSF Myelooisten solujen erilaistuminen ja kasvu 
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Anti-inflammatoriset sytokiinit nimensä mukaisesti hillitsevät tulehdusta. IL-4, IL-10, IL-13 ja TGF−β 
estävät proinflammatoristen sytokiinien tuotantoa ja lisäävät interleukiini-1 reseptoriantagonistin 
(IL-1Ra) vapautumista. IL-18:aa sitova proteiini (IL-18BP) estää IL-18:n vaikutukset sitoutumalla 
siihen. Anti-inflammatoriset sytokiinit estävät liian voimakkaan tulehdusreaktion, joka voi johtaa 
kudostuhoon (Julkunen ym. 2003). 
Interferonit (IFN) torjuvat elimistössä virusinfektioita. Interferonit voidaan jakaa kahteen ryhmään 
sen mukaan, mihin reseptoriin ne sitoutuvat: IFN-α, β, ε, κ, ω, δ ja τ sitoutuvat samaan spesifi-
seen I-tyypin IFN-reseptoriin ja IFN-γ sitoutuu II-tyypin IFN-reseptoriin. IFN-δ:a ja IFN-τ:a ei löydy 
ihmiseltä (Pestka ym. 2004). IFN-α ja IFN-β ovat nukleotiditasolla noin 40 - 50-prosenttisesti sa-
manlaisia, sen sijaan IFN-γ on selvästi erilainen DNA:n emäsjärjestykseltään (Giese ja Kirchner 
1988).  Aikaisemmin interferonit jaettiin ryhmiin sen mukaan, mikä solu niitä tuotti. α-interferonia 
syntyy leukosyyteissä, β-interferonia fibroblasteissa ja γ-interferonia T-soluissa (Cantell 1992). I-
tyypin interferonit estävät ja vähentävät virusten lisääntymistä stimuloimalla antiviraalisten mole-
kyylien tuotantoa. Ne myös estävät solun kasvua ja jakaantumista, stimuloivat luonnollisten tappa-
jasolujen ja T-solujen aktivoitumista sekä aktivoivat IFN-γ−tuotantoa. IFN-γ parantaa kudosten 
antigeeniesittelykykyä lisäämällä makrofaagien aktivaatiota ja kudosantigeenien ilmentymistä. 
Toisaalta IFN-γ estää Th2-solujen jakautumista ja ohjaa immuunireaktiota soluvälitteiseen suun-
taan (Julkunen ym. 2003). 
Th1-sytokiinit vahvistavat soluvälitteistä immuniteettia, joka on tarpeellinen erityisesti virusten ja 
solunsisäisten mikrobien torjumisessa. IL-12, IL-18 ja IFN-α saavat aikaan Th1-solujen erilaistumi-
sen, jolloin immuniteetti painottuu soluvälitteiseen suuntaan. Th1-lymfosyyteissä muodostuu IL-
2:a ja IFN-γ:a, jotka vahvistavat Th1-vastetta. Liian voimakas Th1-aktivaatio voi johtaa kudostu-
hoon tulehduspaikassa tai autoimmuunitautien kehittymiseen (Julkunen ym. 2003).  
Th2-sytokiinit osallistuvat vasta-ainevälitteisen immuniteetin kehittymiseen. IL-4, IL-5, IL-10 ja IL-
13 muodostuvat Th2-soluissa ja vahvistavat vasta-ainevälitteistä immuniteettia. IL-4 on tärkein 
Th2-sytokiineista, koska se on B- ja Th2-lymfosyyttien erilaistumis– ja kasvutekijä. IL-10 hillitsee 
Th1-sytokiinien tuotantoa ja sillä tavoin vahvistaa vasta-ainevälitteistä reaktiota. Th2-sytokiineja 
tarvitaan solujen ulkopuolella elävien bakteerien ja muiden mikrobien tuhoamiseen. Liian voima-
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kas Th-2-immuniteetin aktivaatio voi johtaa atooppisiin tauteihin (Julkunen ym. 2003, Silvennoinen 
ja Hurme 2003). 
Kasvutekijät ovat sytokiiniryhmä, jolla on vaikutusta verisolujen erilaistumisessa ja proliferaatiossa. 
Erytropoietiini (EPO) lisää punasolujen määrää veressä, ja sen takia sitä on käytetty myös dopin-
gaineena urheilussa. IL-3, IL-7 ja IL-9 ovat osallisena valkosolujen erilaistumisessa stimuloimalla 
luuytimen kantasolujen kasvua ja erilaistumista (Julkunen ym. 2003). M-CSF, G-CSF ja GM-CSF ovat 
granulosyyttejä ja makrofaageja stimuloivia tekijöitä, joista kerrotaan tarkemmin luvussa 2.1.2 . 
 
2.1.2 Sytokiiniperheet 
 
Sytokiinit voidaan jakaa kahdeksaan eri sytokiiniperheeseen. Samaan perheeseen voi kuulua hy-
vinkin eri mekanismeilla ja eri toimintoihin vaikuttavia sytokiineja. Saman perheen sytokiinien 
DNA-sekvenssit eivät ole kovin lähellä toisiaan, mutta muutama poikkeus löytyy. Yleensä sytokiinit 
on jaettu seuraaviin ryhmiin: interleukiinit, kemokiinit, tuumorinekroositekijät, interferonit, granu-
losyyttejä ja makrofageja stimuloivat tekijät ja hematopoietiinit. Neurotrofiinit ja kasvutekijät lue-
taan myös sytokiineihin niiden sytokiininkaltaisten vaikutusten takia. Päällekkäisten vaikutusten 
takia sytokiinit voivat kuulua useampaan perheeseen (Turnbull ja Rivier 1999). Taulukossa 2 on 
järjestetty sytokiinit ryhmiin perheiden mukaan, lueteltu mitä sytokiineja kuhunkin perheeseen 
kuuluu ja mainittu niiden tärkeimmät tehtävät. Interferonit ja kemokiinit kuvattiin jo aiemmin, 
joten niitä ei käsitellä tässä enää uudelleen.  
 
Interleukiinit ovat kohtalaisen suuri sytokiiniperhe, jonka jäsenten lukumäärä kasvaa koko ajan. 
Taulukosta 1 voi huomata, että interleukiinit jakaantuvat moneen ryhmään biologisten vaikutus-
ten mukaan. Vaikutusten lisäksi myös rakenteessa ja reseptoreissa on eroja. Interleukiiniperheen 
epäyhtenäisyyden vuoksi on mielekkäämpää jaotella interleukiinit niiden tehtävien mukaan ja kä-
sitellä pienempiä ryhmiä erikseen (ks. luku 2.1.1). 
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Taulukko 2. Sytokiiniperheet (mukaillen Turnbull ja Rivier 1999). 
Sytokiiniperhe Jäseniä Vaikutukset 
Interleukiinit  IL-1-35 Paljon eri vaikutuksia tulehdusreak-
tioon 
Tuumorinekroositekijät  TNFα, TNF-β Kasvainsolujen tuhoaminen, muiden 
sytokiinien indusoiminen, tulehdus-
reaktion välittäminen 
Interferonit  INF-α, -β, -γ Virusten replikaation inhiboiminen, 
immuunivasteen säätely 
Kemokiinit MIP-1α ja −1β  Kemotaksis; solujen aktivaatio tu-
lehduspaikalla 
Hematopoietiinit (neu-
ropoietiinit) 
IL-6, CNTF, LIF, OM, IL-
11, CT-1 
Monia vaikutuksia B-soluihin ja im-
muunijärjestelmän säätelyyn. Her-
mosolujen pitäminen elossa. 
Granulosyyttejä ja 
makrofageja stimuloi-
vat tekijät 
G-CSF, M-CSF, GM-
CSF, SCF, IL-3, IL-5 
Luuytimen kantasolujen kasvun ja 
erilaistumisen edistäminen 
Neurotrofiinit NGF, BDNF, GDNF, NT-
3, NT-6 
Hermoston kasvu ja kehitys 
Kasvutekijät IGF-I, IGF-II, EGF, 
aFGF, bFGF, PDGF, 
TGF-α, TGF-β, aktiviini 
Solujen kasvu ja erilaistuminen 
 
Tuumorinekroositekijät jaetaan α- ja β-muotoon, jotka ovat osittain samanlaisia rakenteeltaan. 
TNF-α eli kakektiini estää ja hidastaa syöpäsolujen lisääntymistä. Sillä on myös vaikutuksia nor-
maalien solujen kasvun säätelyyn. TNF-α erittyy pääasiassa makrofageista ja TNF-β T-
lymfosyyteistä (Turnbull ja Rivier 1999). Tuumorinekroositekijät sitoutuvat kahteen reseptoriin 
(TNF-R1 ja TNF-R2), joita on lähes kaikkien solutyyppien pinnalta. Tämän ansiosta TNF:n vaikutuk-
set elimistössä ovat monimuotoiset. TNF muun muassa toimii tulehduksen välittäjäaineena, estää 
endoteelin kasvua ja luunmuodostusta, tuhoaa virusten infektoimia soluja ja säätelee steroidien 
tuotantoa (Klefström ym. 1992). 
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Hematopoietiinit (neuropoietiinit) ovat ryhmä sytokiineja, jotka välittävät viestinsä saman gp 130  
-reseptorialayksikön kautta. Koska tämän perheen jäsenten signaalinsiirtoketju kulkee samoja reit-
tejä, ovat myös biologiset vaikutukset hyvin samanlaisia. Hematopoietiinien tehtävä on stimuloida 
hermosolujen elossapysymistä; niillä on vaikutuksia myös B-soluihin ja immuunivasteen säätelyyn 
(Turnbull ja Rivier 1999).  
Neurotrofiinien tärkein tehtävä on estää hermosolujen apoptoosia ja sitä kautta säädellä neuroni-
en lukumäärää. Hermosolut siis tarvitsevat neurotrofiineja pysyäkseen elossa, mutta niillä on vai-
kutuksia myös aikuisen hermoston muovautumiseen. Hermokasvutekijä (NGF), aivoperäinen her-
mokasvutekijä (BDNF), neurotrofiini 3 (NT-3) ja neurotrofiini 4 (NT-4) ovat pieniä emäksisiä poly-
peptidejä, joiden vaikutukset välittyvät kahdentyyppisten reseptorien kautta: p75-
neurotrofiinireseptoriin (TNF-reseptoriperheen jäsen) niillä on heikko affiniteetti, mutta Trk-
reseptorikinaasiperheen jäseniin ne sitoutuvat voimakkaasti. Ihmiselle TrkA-geenin mutaatio aihe-
uttaa synnynnäisen analgian ja hikirauhasten toiminnan puutoksen. Eläinkokeissa on huomattu, 
että hermokasvutekijän (NGF) vaikutusten estäminen saa aikaan sympaattisten ja kipua välittävien 
sensoristen hermosolujen kuoleman. Aivoperäinen hermokasvutekijä (BDNF) tarvitaan tasapaino- 
ja makuaistia välittävien sensoristen neuronien normaaliin kehittymiseen. Gliasoluperäinen her-
mokasvutekijä (GDNF) on tärkeä dopaminergisia, noradrenergisia ja selkäytimen motorisia her-
mosoluja ylläpitävä tekijä (Airaksinen ym. 1999).  
Granulosyyttejä ja makrofageja stimuloivat tekijät vaikuttavat luuytimen kantasoluihin. Suurina 
pitoisuuksina G-CSF, M-CSF, GM-CSF ja SCF stimuloivat monosyyttien ja granulosyyttien kasvua, 
mutta pienempinä pitoisuuksina G-CSF vaikuttaa pelkästään granulosyytteihin ja M-CSF makrofa-
geihin. GM-CSF stimuloi molempien kehitystä, ja suurina pitoisuuksina se lisää myös eosinofiilien, 
punasolujen esiasteiden ja megakaryosyyttien kasvua. IL-5:llä on vaikutuksia erityisesti eosinofiili-
en erilaistumiseen, aktivointiin ja elossa pitämiseen. Infektion seurauksena T-solut tuottavat inter-
leukiineja ja tuumorinekroositekijöitä, jotka taas lisäävät granulosyyttejä ja makrofageja stimu-
loivien tekijöiden tuotantoa. Tästä seuraa veren valkosolumäärän kasvu (Alitalo ja Hurme 1990). 
Kasvutekijät vaikuttavat solujen kasvuun, erilaistumiseen, ilmiasuun ja liikkuvuuteen. Niillä on tär-
keä merkitys kudosvaurioiden paranemisessa. EGF eli epidermaalinen kasvutekijä ja transformoiva 
kasvutekijä TGF-α nopeuttavat haavojen ja limakalvovaurioiden paranemista eläimillä (Laato 
  
12 
1988). Ne ovat myös aminohappojärjestykseltään lähellä toisiaan.  PDGF on verihiutalekasvutekijä, 
joka kiihdyttää sidekudossolujen kasvua, lisää fibroblastien liikkuvuutta ja stimuloi granulaatioku-
doksen muodostumista (Grotendorst ym. 1985). IGF-I (insuliinin kaltainen kasvutekijä) kiihdyttää 
rusto- ja lihassolujen jakautumista. TGF-β nopeuttaa arpikudoksen muodostumista ja parantaa 
arven elastisuutta. Hapan ja emäksinen fibroblastikasvutekijä (aFGF, bFGF) stimuloivat an-
giogeneesiä. EGF, FGF, PDGF ja TGF-β toimivat pieninä pitoisuuksina kemotaktisina molekyyleinä, 
mutta suurina pitoisuuksina kasvutekijöinä. Kemotaktinen signaali houkuttelee soluja vauriopaikal-
le ja kun pitoisuus kasvaa tarpeeksi suureksi, solujen vaste muuttuu ja ne alkavat jakaantua (Keski-
Oja ja Laiho 1988). 
 
2.2 Sytokiinit ja hypotalamus-aivolisäke-lisämunuaisakseli (HPA-akseli) 
 
2.2.1 HPA-akseli 
Hypotalamus, aivolisäke ja lisämunuainen muodostavat akselin, jonka tehtävänä on säädellä lisä-
munuaiskuoren hormonien pitoisuutta veressä. Hypotalamuksen paraventrikulaarinen tumake 
erittää kortikoliberiiniä eli kortikotropiinia vapauttavaa hormonia. Verenkierron mukana kortikoli-
beriini pääsee aivolisäkkeen etulohkoon, jossa se stimuloi kortikotropiinin eli ACTH:n vapautumis-
ta. Kortikotropiini kulkeutuu verenkierron mukana lisämunuaiseen, jossa se saa aikaan kortisolin 
erityksen zona fasciculatasta. Lisämunuaiskuori voidaan jakaa kolmeen kerrokseen, joista sisimpä-
nä on zona reticularis, keskimmäisenä zona fasciculata ja uloimpana zona glomerulosa.  
 
Zona glomerulosan solut tuottavat mineralokortikoideja, joista tärkein on aldosteroni. Mineralo-
kortikoidit säätelevät veden, natriumin ja kaliumin tasapainoa. Zona reticulariksen solut tuottavat 
heikkoja androgeeneja ja jonkin verran glukokortikoideja. Zona fasciculatan solut erittävät gluko-
kortikoideja, joiden tehtävä on muun muassa säädellä elimistössä glukoosin ja rasvahappojen me-
taboliaa (Bjålie ym. 1999). Kortisoli on yksi elimistön tärkeimmistä stressihormoneista, ja suurina 
pitoisuuksina sillä on myös anti-inflammatorinen vaikutus. Fyysinen tai psyykkinen stressitilanne 
stimuloi hypotalamusta vapauttamaan kortikoliberiiniä, jonka vaikutuksesta (ACTH:n välityksellä) 
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myös kortisolipitoisuudet nousevat. Stressi aktivoi sytokiinijärjestelmän ja sytokiinien määrä nou-
see (Korkeila 2008). 
Suuri kortisolipitoisuus vähentää sekä aivolisäkkeen ACTH:n eritystä että hypotalamuksen kortiko-
liberiinin eritystä. Myös lisääntynyt ACTH-pitoisuus veressä vähentää kortikoliberiinin eritystä (Bjå-
lie ym. 1999). Kuva 1 havainnollistaa HPA-akselin säätelyjärjestelmää.  
Sytokiinit pystyvät vaikuttamaan HPA-akseliin. Terveissä kudoksissa sytokiinien pitoisuudet ovat 
matalia, mutta esimerkiksi infektioiden tai kudosvaurioiden takia niiden pitoisuudet nousevat. Sy-
tokiinit toimivat viestinvälittäjinä immunologisen ja endokriinisen järjestelmän välillä.  
Sytokiinit ovat kohtuullisen suuria polypeptidejä (17 - 26 kDa), joten ne eivät pysty läpäisemään 
veri-aivoestettä. Ne pääsevät aivoihin spesifisten transportteriensa avulla, aivokammioita ympä-
röivien aivojen osien kapillaarien endoteelin aukkojen läpi tai silloin, kun veri-aivoesteen lä-
päisevyys on lisääntynyt esimerkiksi paikallisen infektion takia (Turnbull ja Rivier 1999). 
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Kuva 1. HPA-akselin säätelyjärjestelmä (mukaillen Bjålie ym. 1999). 
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2.2.2 TNF-α:n vaikutukset HPA-akseliin 
TNF-α on proinflammatorinen sytokiini, joka on tärkeä välittäjä immuunijärjestelmän ja HPA-
akselin välillä. Monet solutyypit tuottavat TNF-α:a , erityisesti makrofagit, monosyytit, lymfosyytit, 
keratinosyytit ja fibroblastit. Elimistön stressitilat, esimerkiksi infektio, inflammaatio tai kudosvau-
rio, laukaisevat TNF-α:n erittymisen (Baud ja Karin 2001). Kuten aiemmin jo mainittiin, TNF:n vai-
kutukset välittyvät kahden eri reseptorin kautta: TNF-R1 ja TNF-R2. TNF-α aktivoi pääasiassa kaksi 
signaalitietä: kaspaasikaskadi saa aikaan apoptoosin ja toinen tie johtaa kahden transkriptiotekijän 
aktivoitumiseen. Transkriptiotekijät aktivaattoriproteiini 1 (AP-1) ja tumatekijä κB (NF-κB) indusoi-
vat apoptoosia vaimentavia ja tulehdusreaktioon liittyviä geenejä (Baud ja Karin 2001, Heyninck ja 
Beyaert 2001). 
TNF-α:a on lisämunuaisen kuorikerroksen makrofageissa sekä varsinaisissa lisämunuaissoluissa. 
TNF-reseptoreita on sekä hypotalamuksessa että aivolisäkkeen etulohkossa, ja TNF-α mRNA:ta ja -
proteiinia voidaan löytää lähes kaikista nisäkkäiden umpieritysrauhasista (Xiong ja Hales 1993, 
Terranova ja Rice 1997, Kariagina ym. 2004). 
 TNF-α saa aikaan kortikoliberiinin erityksen lisääntymisen, mikä johtaa ACTH:n eritykseen, joka 
puolestaan lisää steroidien synteesiä ja kortisolin erittymistä lisämunuaisissa. TNF-α säätelee glu-
kokortikoidireseptorien toimintaa ja osallistuu sitä kautta HPA-akselin feedback-säätelyyn (Webs-
ter ym. 2001). Ihmisen sikiön lisämunuaissoluissa TNF-α vähentää ACTH:n indusoimaa kor-
tisolineritystä ja muuttaa lisämunuaisen hormonieritystä androgeenipainotteisemmaksi ainakin 
soluviljelyolosuhteissa (Jäättelä ym. 1990 ja 1991). 
TNF-α:n vaikutukset HPA-akseliin vaihtelevat lajin ja lisämunuaisen kehitysasteen mukaan: TNF-
α saa aikaan apoptoosin NCI-H295R-soluviljelmissä (ihmisen lisämunuaiskuoren karsinoomasolu-
linja), minkä seurauksena solumäärä vähenee. Niinpä TNF-α lisää steroidien tuotantoa solumää-
rään suhteutettuna NCI-H295R-soluissa (Mikhaylova ym. 2007).  Ihmisen sikiön lisämunuaisen so-
luissa TNF-α vähentää ACTH:sta riippuvaista steroidien tuotantoa ja steroidogeneesiin tarvittavien 
entsyymien geenien ilmentymistä (Jäättelä ym. 1990 ja 1991). Edellä mainitussa ihmisen lisä-
munuaiskuoren solulinjassa vaikutukset ovat päinvastaiset. TNF-α:n apoptoottiset vaikutukset 
  
16 
näkyvät herkästi NCI-H295R-solulinjan soluissa, mutta aikuisen ja sikiön lisämunuaissoluihin sillä ei 
ilmeisesti ole apoptoottisia vaikutuksia (Mikhaylova ym. 2007). 
Kahden reseptorin (TNF-R1 ja TNF-R2) ja kahden TNF-α -muodon (solukalvoon sitoutuva ja liukoi-
nen muoto) ansiosta TNF-α pystyy vaikuttamaan sekä apoptoosiin että steroidien tuotantoon sa-
manaikaisesti. Solukalvoon sitoutuva TNF-α−muoto aktivoi molempia reseptoreita, mutta liukoi-
nen muoto vaikuttaa pääasiassa vain TNF-R1:n kautta. Reseptorien aktivoitumisen seurauksena 
syntyy toisiolähettejä, jotka välittävät vaikutukset eteenpäin. TNF-α :n signaalisysteemin kompo-
nenttien vaihteleva määrä eri lisämunuaissolutyypeissä (eri eläinlajit/ihminen, sikiöaika/aikuinen, 
primääriviljelmät/pysyvät solulinjat) voi selittää erilaiset TNF-α:n vaikutukset (Mikhaylova ym. 
2007). 
 
2.2.3 IL-1α:n ja IL-1β:n vaikutukset HPA-akseliin 
IL-1 on proinflammatorinen sytokiini, jonka vaikutuksiin kuuluu leukosyyttien, epiteeli- ja endotee-
lisolujen aktivoiminen sekä muiden sytokiinien tuotannon stimuloiminen. Tämän lisäksi se toimii 
kuumetta nostavana tekijänä (Julkunen ym. 2003). IL-1-perheeseen kuuluu kaksi agonistia, IL-1α ja 
IL-1β, sekä reseptoriantagonisti IL-1Ra. IL-1Ra estää agonistien vaikutukset sitoutumalla itse resep-
toriin. IL-1-reseptoreita on kahdenlaisia, aktiivinen IL-1R1 ja inaktiivinen IL-1R2 (Arend ym. 2008). 
IL-1R1:n kautta välittyvät kaikki IL-1:n vaikutukset, ja IL-1R2 toimii houkuttimena, joka antagonisoi 
IL-1:n avulla tapahtuvaa viestinvälitystä (Dinarello 1996). 
IL-1:n vaikutukset HPA-akseliin ovat samansuuntaiset kuin TNF-α:lla. Se saa aikaan kortikoliberiinin 
erittymisen lisääntymisen hypotalamuksen paraventrikulaaritumakkeesta (Berkenbosch ym. 
1987). Kortikoliberiini stimuloi ACTH:n erittymistä aivolisäkkeestä, mikä puolestaan vaikuttaa lisä-
munuaisten glukokortikoidien tuotantoa kohottavasti. IL-1 vaikuttaa myös suoraan aivolisäkkeen 
ACTH:n eritykseen ja lisämunuaisen glukokortikoidien eritykseen (Bernton ym. 1987, Turnbull ja 
Rivier 1999). 
Immuunijärjestelmän solut tuottavat IL-1:tä periferiassa, mutta keskushermostossa IL-1-
tuotannosta vastaavat glia- ja hermosolut (Dinarello 1996). Paikallinen inflammaatio, virus- tai 
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bakteeritulehdus ja bakteerien endotoksiinit saavat aikaan IL-1:n tuotannon ja erityksen lisäänty-
misen aivoissa, mikä aiheuttaa koko HPA-akselin aktivoitumisen (Besedovsky ja  del  Rey 1996). 
Aivokammioihin injektoitu Herpes simplex virus (HSV-1) ja gp120 (HI-viruksen pintaproteiini) saivat 
aikaan IL-1β:n geenien ilmentymisen lisääntymisen aivoissa sekä ACTH:n ja kortikosteronin erityk-
sen lisääntymisen. Jos HSV-1:n kanssa injektoitiin samaan aikaan IL-1Ra, eivät ACTH- ja kortikoste-
ronipitoisuudet nousseet, koska IL-1Ra esti IL-1:n vaikutukset (Goshen ja Yirmiya 2009). Käyttäy-
tymiseen liittyvien oireiden on huomattu kytkeytyvän hiirillä suurentuneisiin ACTH:n ja kortikoste-
ronin pitoisuuksiin, joihin IL-1 vaikuttaa (Brebner ym. 2000). 
IL-1 stimuloi HPA-akselia, mikä lisää glukokortikoidien tuotantoa. Glukokortikoidit taas hillitsevät 
IL-1:n tuotantoa monella eri mekanismilla: 1) vähentämällä IL-1 mRNA määrää, 2) estämällä post-
transkriptionaalista IL-1:n synteesiä syklisen AMP:n kautta ja 3) vähentämällä IL-1β:n vapautumista 
soluvälitilaan (Goshen ja Yirmiya 2009). Tämän säätelyjärjestelmän tehtävä lienee tulehdusreak-
tion haittavaikutusten, esimerkiksi sytokiinien aiheuttaman liiallisen solutuhon, rajoittaminen 
(Pulkki 1992). 
Immuunijärjestelmän aktivaation lisäksi psyykkiset stressitekijät stimuloivat HPA-akselia. Psyykki-
set stressitekijät voivat saada perifeerisen immuunijärjestelmänkin aktivoitumaan. Nämä käyttäy-
tymiseen ja fysiologiaan liittyvät stressireaktiot ovat aivojen IL-1:n välittämiä ja vaikutukset ovat 
hyvin samanlaisia riippumatta siitä, mikä stimulus on saanut HPA-akselin aktivoitumaan (Goshen ja 
Yirmiya 2009).  
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2.2.4 IL-6:n vaikutukset HPA-akseliin 
IL-6 on glykoproteiini ja proinflammatorinen sytokiini, joka kuuluu hematopoietiinien perheeseen. 
IL-6:n vaikutukset välittyvät solujen pinnalla olevien reseptorien (IL-6Rα) välityksellä. IL-6 saa IL-
6Rα:n ja gp130:n liittymään yhteen, jolloin reseptori aktivoituu. Gp130 on kaikille hematopoietii-
neille yhteinen signaalinsiirtomekanismi. Reseptorin aktivaation seurauksena käynnistyy solun 
sisällä signaalinsiirtoketju, joka voi kulkea joko JAK-kinaasin tai RAS-MAP-kinaasin kautta (Turnbull 
ja Rivier 1999). 
IL-6 saa aikaan lymfosyyttien lisääntymisen ja erilaistumisen sekä akuutin vaiheen proteiinien tuo-
tannon maksassa (Castell ym. 1989). Sen pitoisuus veressä lisääntyy sekä immuunijärjestelmän 
aktivaation seurauksena että elimistön stressitilanteissa. IL-6 on tarpeellinen T-solujen toiminnas-
sa, vasta-ainetuotannossa ja kuumeen syntymisessä (Vardam ym. 2007). Paikallinen krooninen 
inflammaatio nostaa IL-6:n mRNA:n määrää aivolisäkkeen etulohkossa. Soluviljelmissä muun mu-
assa IL-1α, IL-1β, TNF-α ja IFN-perhe stimuloivat IL-6:n tuotantoa ja eritystä rotan aivolisäkkeen 
etulohkosoluista. IL-6:tta muodostuu T-soluissa ja makrofageissa, mutta myös muualla elimistössä. 
Rotan lisämunuaiskuoressa IL-6 erittyy pääasiassa zona glomerulosasta, mutta hieman myös muis-
ta kuorikerroksen vyöhykkeistä (Turnbull ja Rivier 1999). 
IL-6 stimuloi HPA-akselia: se saa kortikoliberiinin ja ACTH:n erityksen kasvamaan, mikä johtaa glu-
kokortikoidien määrän lisääntymiseen. Glukokortikoidit taas vähentävät IL-6:n tuotantoa. IL-6 on 
tärkeä säätelytekijä neuroendokriini- ja immuunijärjestelmän välillä (Kageyama ja Suda 2009).  
Laskimonsisäisesti annettu IL-6 aiheuttaa ACTH-pitoisuuden nousun huippupitoisuuksiin tunnissa. 
ACTH-pitoisuus palaa normaalitasolle viiden tunnin kuluessa. Negatiivisen palautejärjestelmän 
ansiosta kortisoli vähentää IL-6:n vaikutuksia ajan myötä. Tämä tuli esille Mastorakoksen ym. 
(1994) tekemän tutkimuksen seitsemäntenä päivänä, kun IL-6:n vaikutukset ACTH-pitoisuuksiin 
vähenivät merkittävästi (Turnbull ja Rivier 1999).  
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2.3 Interleukiini-10 
IL-10 on pääasiassa Th2-solujen tuottama anti-inflammatorinen sytokiini. Aikaisemmin IL-10:n an-
ti-inflammatoristen vaikutusten ajateltiin perustuvan pelkästään makrofagien ja dendriittisolujen 
antigeenin esittelykyvyn rajoittamiseen, mutta myöhemmin on paljastunut, että vaikutukset ovat 
paljon laajemmat. IL-10 estää kemokiinien eritystä, sytokiinien tuotantoa ja eräiden muidenkin 
tulehdusreaktiossa vaikuttavien molekyylien ilmentymistä (CD80, CD86, MHC-II). IL-10:llä on vaiku-
tuksia myös kemokiinireseptorien ilmentymiseen. IL-10:n sytokiineja inhiboiva vaikutus kohdistuu 
erityisesti IFN-γ:aan, IL-2:een, TNF-α:aan, GM-CSF:iin ja IL-4:ään. IL-10 rajoittaa immuunireaktion 
laajuutta ja vähentää sytokiinien vapautumista Th1-soluista. Se myös hillitsee muiden sytokiinien 
tulehdusreaktiota stimuloivia vaikutuksia. IL-10 edistää B- ja T-lymfosyyttien sekä kasvainsolujen 
elossapysymistä, mutta B-soluleukemiassa IL-10 saa aikaan B-lymfosyyttien apoptoosin. On havait-
tu, että IL-10:llä on myös proinflammatorisia vaikutuksia: se stimuloi luonnollisten tappajasolujen 
(NK-solut) aktivoitumista ja tuotantoa (Mocellin ym. 2003, Pestka ym. 2004). 
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3 TUTKIMUSOSIO 
Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittää IL-10:n vaikutuksia lisämunuaisen kuorikerrokseen soluvil-
jelmien avulla. Tutkimuksessa selvitettiin, miten IL-10 vaikuttaa kortisolin, androsteenidionin, 
DHEA:n ja DHEA-sulfaatin (DHEAS) tuotantoon lisämunuaiskuoren soluissa. TNF-α valittiin positii-
viseksi kontrolliksi sen tunnettujen vaikutusten perusteella (Mikhaylova ym. 2007). Soluviljelyko-
keet oli suoritettu Itä-Suomen yliopiston Kliinisen tutkimuskeskuksen lastentautien tutkimuslabo-
ratoriossa. Sain steroidihormonien määritystulokset käyttööni koejärjestelyistä vastanneelta Irina 
Tkachenkolta. 
 
3.1 Menetelmät 
3.1.1 Soluviljelmät 
Soluviljelmänä käytettiin ihmisen lisämunuaiskuoren kasvaimesta perustettua solulinjaa NCI-
H295R, joka oli hankittu American Type Culture Collectionista (Rockville, Maryland, Yhdysvallat). 
Ennen sytokiinilisäyksiä soluja kasvatettiin 48 tunnin ajan muovisilla soluviljelylautasilla (Nalge 
Nunc International, Rochester, New York, Yhdysvallat), joissa jokaisessa oli kuusi kaivoa. Yhteen 
kaivoon sijoitettiin aina 106 solua. TNF-α:n vaikutukset NCI-H295R-solulinjan steroidituotantoon on 
raportoitu aikaisemmin (Mikhaylova ym. 2007). Annosvastekokeissa viljelmiä käsiteltiin 1 pM:lla - 
100 nM:lla ihmisen rekombinantti TNF-α:lla (R & D Systems Inc., Minneapolis, Minnesota, Yhdys-
vallat) 24 tai 48 tunnin ajan, mutta kontrolli ei saanut tätä käsittelyä. Aikavaikutuskokeissa soluja 
käsiteltiin 1nM TNF-α:lla 3 - 48 tunnin ajan (Mikhaylova ym. 2007). 
IL-10:n kokeissa meneteltiin samalla tavoin, mutta aikavaikutuskokeissa soluja käsiteltiin 0,1 ng/ml 
IL-10:llä (R&D Systems) 3 - 48 tunnin ajan. Annosvastetutkimuksessa soluja käsiteltiin 0,001 - 10 
ng/ml IL-10:llä 48 tunnin ajan. 
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3.1.2 Steroidihormonimääritykset 
Steroidipitoisuudet määritettiin käyttämällä kaupallisia ELISA-menetelmiä (enzyme-linked immu-
nosorbent assay eli entsyymivälitteinen immunosorbenttimääritys) valmistajien ohjeiden mukaan. 
ELISA on biokemiallinen tekniikka, jolla voidaan havaita antigeeni tai vasta-aine biologisesta näyt-
teestä. ELISA:ssa vasta-aineet liittyvät yhteen antigeeninsä kanssa, ja muodostuneeseen vasta-
aine–antigeeni-yhdistelmään liitetään indikaattorientsyymi. Näin muodostuu mitattavissa oleva 
yhdiste, jonka konsentraatio kuvastaa suoraan antigeenin pitoisuutta alkuperäisessä näytteessä. 
Kortisoli mitattiin Milenia Biotecin (GmbH, Bad Nauheim, Saksa; luettelonumero MDKCO1) valmis-
tamalla cortisol ELISA kitillä ja androsteenidionin, DHEA:n, DHEAS:n mittaamisessa käytettiin Diag-
nostic System Laboratories Inc:n valmistamia ELISA-kittejä (Webster, Teksas, Yhdysvallat; luettelo-
numerot DSL-10-3800, DSL-10-9000, DSL-10-3500).  
 
 
3.1.3 Tilastollinen analysointi 
Jokainen koe toistettiin vähintään kolme kertaa ja jokaisen yksittäisen kokeen tulos edustaa vähin-
tään kolmen rinnakkaisen määrityksen keskiarvoa. Tulokset analysoitiin siten, että kontrolli sai 
arvon 100 %, ja muiden arvot merkittiin suhteessa kontrolliin. Tällä tavoin tuli mahdolliseksi eri 
kokeiden vertailu keskenään. Tulosten tilastollisessa analysoinnissa käytettiin ohjelmaa SPSS for 
Windows. Testeiksi valittiin ei-parametriset Kruskal-Wallisin ja Mann-Whitneyn testit, koska ko-
keiden toistokertojen määrä (n) käytännön syistä oli pieni eikä tulosten jakauman normaaliutta 
voitu siten luotettavasti testata. Tilastollisesti merkitseviksi katsottiin tulokset, joissa P-arvo oli  < 
0,05. 
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3.2 Tulokset 
3.2.1 IL-10:n vaikutukset lisämunuaiskuorisolujen steroidituotantoon 
IL-10:n vaikutukset lisämunuaiskuorisolujen steroidihormonituotantoon olivat kohtalaisen pieniä. 
Annosvastekokeissa IL-10 kohotti steroidihormonieritystä niin, että maksimivaste saavutettiin pää-
sääntöisesti konsentraatiolla 0,1 ng/ml, jolloin kortisoli nousi 23 %, androsteenidioni 25 %, DHEA 
38 % ja DHEAS 28 %. (Kuva 2). 
 
 
 
Kuva 2. IL-10:n vaikutus lisämunuaiskuorisolujen steroidihormonituotantoon annosvastekokeessa 48 tunnin 
kohdalla. Steroidihormonipitoisuudet (keskiarvo ± SD vähintään kolmesta kokeesta) ilmoitettu prosenttina 
kontrollista (= ei IL-10 –lisäystä). * p≤ 0,05 verrattuna kontrolliin. 
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Aikavaikutuskokeissa tuli merkitseviä vaikutuksia kolmen tunnin kohdalla: IL-10 laski DHEA:n pitoi-
suutta 30 % ja DHEAS:n pitoisuutta 43 %. Myös 48 tunnin kohdalla ilmeni merkitseviä vaikutuksia, 
jolloin IL-10 lisäsi kaikkien mitattujen steroidien pitoisuuksia soluviljelynesteessä: kortisolin pitoi-
suus nousi kontrolliin verrattuna 18 %, androsteenidionin 20 %, DHEA:n 33 % ja DHEAS:n 26 % 
(Kuva 3). 
 
                        
Kuva 3. IL-10:n (0,1ng/ml) vaikutukset lisämunuaiskuorisolujen steroidihormonituotantoon aikavaikutusko-
keessa. Steroidihormonipitoisuudet (keskiarvo ± SD vähintään kolmesta kokeesta) ilmoitettu prosenttina 
kontrollista (= ei IL-10-lisäystä). * p ≤ 0,05 verrattuna kontrolliin. 
 
3.2.2 TNF-α:n ja IL-10:n yhteisvaikutukset 
Koska IL-10:n vaikutukset hormonitasoihin olivat lieviä, haluttiin varmistaa, että soluviljelmät toi-
mivat kunnolla. Positiiviseksi kontrolliksi valittiin TNF-α, koska ennestään sen tiedettiin lisäävän 
steroidituotantoa näissä soluissa (Mikhaylova ym. 2007). Samalla voitiin testata, muuttiko IL-10 
TNF-α:n vaikutuksia steroidituotantoon. IL-10 nosti kaikkien neljän steroidin pitoisuuksia näissä 
koejärjestelyissä merkitsevästi: kortisoli nousi kontrolliin verrattuna 17 %, androsteenidioni 28 %, 
DHEA 16 % ja DHEAS 27 %. Kuitenkin IL-10:n vaikutukset olivat vähäisempiä kuin TNF-α:n yksinään. 
TNF-α:n vaikutuksesta kortisolin pitoisuus kasvoi merkitsevästi 83 %, androsteenidionin 114 %, 
DHEA:n 158 % ja DHEAS:n 75 %. IL-10:n ja TNF-α:n yhteisvaikutus nosti merkitsevästi androsteeni-
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dionin (21 %) ja DHEAS:n pitoisuutta (13 %) verrattuna TNF-α:n yksinään aikaansaamiin vaikutuk-
siin (kuva 4).  
 
 
 
 
Kuva 4. IL-10:n (0,1 ng/ml) ja TNF-α:n (1 nM) erillis- ja yhteisvaikutukset steroidihormonituotantoon lisä-
munuaiskuorisoluissa. Steroidihormonipitoisuudet (keskiarvo ± SD vähintään kolmesta kokeesta) ilmoitettu 
prosenttina kontrollista (= ei lisätty IL-10:tä tai TNF-α:a). IL-10:n ja TNF-α:n erillisvaikutuksia verrattiin kont-
rolliin, mutta TNF-α:n ja IL-10:n yhteisvaikutusta verrattiin TNF-α:n yksinään aikaansaamiin vaikutuksiin. * p 
≤ 0,05 verrattuna kontrolliin (IL-10 ja TNF-α -vaikutukset) tai TNF-α −käsittelyyn (TNF-α ja IL-10 yhteiskäsit-
tely). 
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3.3 Pohdinta 
Tutkimusosion tarkoituksena oli selvittää IL-10:n vaikutuksia lisämunuaisen kuorikerroksen hor-
monituotantoon. Tutkimus toteutettiin soluviljelmien avulla. Ihmisperäisen lisämunuaiskuoriker-
roksen solulinjan soluja käsiteltiin IL-10:llä ja TNF-α:lla annos- ja aikavastekokeissa.  
IL-10 vaikutti lisämunuaissolujen steroidituotantoon, kaikkien neljän steroidin pitoisuudet kohosi-
vat merkitsevästi. Vaikutukset eivät kuitenkaan olleet yhtä voimakkaat kuin TNF-α:lla. TNF-α:n 
voimakkaan vaikutuksen perusteella voitiin olla varmoja, että soluviljelmä toimi kunnolla. Näin 
ollen voitiin päätellä, että IL-10:n aikaansaamat niukemmat vaikutukset eivät johtuneet huonokun-
toisesta solulinjasta.  
Aikavaikutuskokeessa IL-10 laski odottamatta DHEA:n ja DHEAS:n pitoisuuksia kolmen tunnin koh-
dalla. IL-10:n steroidituotantoa kiihdyttävä vaikutus tuli selkeästi esiin vasta 48 tunnin käsittelyn 
jälkeen, jolloin kaikkien neljän steroidin pitoisuudet kohosivat merkitsevästi. Pidempi käsittelyaika 
olisi mahdollisesti tuonut lisävalaistusta, mutta soluviljelmien kunnon säilymisen takia soluvilje-
lyneste on vaihdettava kahden vuorokauden välein.  
Annosvaikutuskokeessa IL-10:n vaikutus steroidituotantoon ei ollut selkeästi annosriippuvaista. 
Tämä ei ole yllättävää, koska maksimaalinenkin vaikutus oli varsin vähäinen. Keskimäärin suurim-
mat muutokset steroidituotantoon näyttivät kuitenkin aikaansaavan IL-10-pitoisuudet 0,1 ja 1 
ng/ml. Eniten annosvaikutuskokeiden rinnakkaismäärityksissä vaihtelivat kortisolin ja androsteeni-
dionin pitoisuudet. DHEA:n erityksen maksimi oli selkeästi 0,1 ja 1 ng/ml kohdalla, kun taas 
DHEAS:n pitoisuus noudatti kohoavaa trendiä IL-10:n konsentraation kasvaessa. Tämä voi kertoa 
siitä, että IL-10:n ei vaikuta samalla voimakkuudella tai aikataululla kaikkien lisämunuaisen kuori-
kerroksen steroidien eritykseen. TNF-α:n ja IL-10:n yhteisvaikutuksia tutkittaessa IL-10 lisäsi niu-
kasti vain androsteenidionin ja DHEAS:n tuotantoa pelkkään  TNF-α-käsittelyyn verrattuna. 
Terveen ihmisen sytokiinipitoisuuksista ei ole riittävästi tutkimustietoa normaalin raja-arvoja var-
ten. Veren sytokiinipitoisuudet ovat kohtuullisen matalia ja helposti määritettävissä, mutta syto-
kiineja tuotetaan myös paikallisesti lisämunuaisen kuorikerroksessa, ja nämä pitoisuudet voivat 
olla huomattavan korkeitakin. Akuutit ja krooniset tulehdustilat nostavat inflammatoristen sytokii-
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nien pitoisuutta (Turnbull ja Rivier 1999), millä saattaa olla merkitystä lisämunuaiskuoren toimin-
taan näissä tiloissa.  
Puhdas kuorikerrossolulinja NCI-H295R antoi monia etuja. Se mahdollisti sytokiinien suoran vaiku-
tuksen tutkimisen kuorikerroksen soluihin ilman sekoittavia tekijöitä. Primääriviljelmässä mukaan 
olisivat tulleet immuunisolut ja lisämunuaisen ytimen solut, joten kuorikerroksen toiminnan tut-
kiminen olisi hankaloitunut.  
NCI-H295R-solulinjan solut ovat karsinoomasoluja, minkä vuoksi niiden reagoiminen sytokiineihin 
voi erota normaaleista lisämunuaiskuoren soluista. Tiedetään, että NCI-H295R-solulinja ei reagoi 
esim. IL-6:lle sen reseptorin ilmentymättömyyden vuoksi (Tkachenko ym. 2011). 
IL-10:n kliininen merkitys lisämunuaiskuoren toiminnan säätelyssä jää vielä epäselväksi, koska sen 
vaikutukset olivat suhteellisen niukkoja esim. TNF-α:n vaikutuksiin verrattuna käytetyssä solulin-
jassakin. Lisäksi on muistettava, että lisämunuaisen kuorikerroksen syöpäsoluilla saatuja tuloksia ei 
voi sellaisenaan soveltaa elävän ihmisen lisämunuaisen normaalin kuorikerroksen toimintaan. 
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